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論文内容要旨
 尿細管性アシドーシスやバーター症候群などの腎尿細管機能異常疾患の解析には,形態学的検
 討以上に尿細管自体の機能検討が必要であるが,検体採取の困難さ等の問題からこれまでヒトで
 はその正常組織での解析すらほとんどなされてこなかった。
 今回,私は尿中に落下してくる尿細管上皮細胞に着目し,小児より採取した尿に含まれる尿細
 管上皮細胞を培養する系の確立し,また,この培養系で尿細管の機能解析が可能か否かを検討す
 るために,分化機能の解析を試みた。
 実験には東北大学小児科外来に通院中もしくは,病棟に入院中の患者(男児35例,女児24例)
 のフォーレ尿および中間尿を用い,培養成功率は67%で良好な結果が得られた。
 得られた培養尿細管由来細胞について,組織化学的および免疫組織化学的手法を用いることに
 より,次の3種類の細胞を同定しえた。最も多くみられたものは,紡錘形を呈し,confluentの
 状態でドーム形成能を示す細胞で,γ一glutamyl七ranspeptidase(γGTP)活性を有することか
 ら近位尿細管由来と考えられた。次に多くみられた細胞は,左右に尾を引くような形状を示し,
 細胞間の接着が密であった。これらの細胞はThamm-Horsfallpro七ein(THP)抗原とEpi七he-
 1iaユMembraneAntigen(EMA)抗原を有し,ヘンレの太い上行脚および遠位曲尿細管由来の
 細胞と考えられた。そして頻度は少ないが,多角形で比較的小さく,ドーム形成能がみられる細
 胞が認められ,これらはEMA抗原のみを有することから,遠位曲尿細管より遠位の尿細管由来
 の細胞であると考えられた。
 そこで,これらの細胞の分化機能が保持されていることを検討するため,まず,透過膜上に継
 代した培養細胞の経上皮抵抗(R。)を経時的に測定した。R。の推移を測定することはtight
 junc七ionの程度を知る方法として簡便で優れた方法である。R。は培養開始後,徐々に上昇し,
 近位尿細管由来細胞とヘンレの太い上行脚由来細胞でそれぞれ5日目(194.9±96.2Ω・c㎡)と
 8日目(1534・4±575・8Ω・c㎡)に最高値に達し・その後徐々に減少した。このことから,尿中
 落下培養細胞でもtightjunctionが形成されていることが強く示唆された。
 次に,尿由来尿細管細胞の副甲状腺ホルモン(PTH)に対する感受性について,cAMP産生・
 遊離能を測定し,検討した。尿由来尿細管細胞を透過膜上に継代培養し,その基底膜側より0.1
 μMPTHを反応させると近位尿細管由来細胞およびヘンレの太い上行脚由来細胞でcAMPの
 有意な放出がみられ,これらの細胞がPTHに対し感受性を保持していると考えられた。
 また,近位尿細管上皮細胞に発現しているNa+/H'交換輸送体(NHE)が尿由来近位尿細管
 培養細胞にも発現しているかを検討するために,細胞内pHを水素イオン感受性蛍光色素である
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 BCECRAMを用いて蛍光顕微鏡により測定した。細胞外pHを7.4から6.4に低下させると細胞
 内pHは7.12±0.08から6.86±0.02(n=5,p<0.Ol)へと有意に低下した。また,細胞外Na+
 の除去に伴い,細胞内pHが7.56±0.14から7.13±0.09(n=5,p<0.01)へと有意に低下した。
 これらのことから培養された近位由来尿細管細胞の細胞膜表面にNHEが存在すると考えられた。
 NHEは現在5種類のsub七ypeが知られており,阻害剤のamilorideに対する感受性も異なる。
 同じ実験系で細胞外溶液にamilorideを添加すると,10-4M以上で濃度依存性に細胞内pHの低
 下が観察された。このことからこの近位由来培養尿細管細胞の細胞膜表面に存在するNHEは低
 いながらもamilorideに感受性があり,amiloride低感受性のNHE-3である可能性が示唆され
 た。
 このように,ヒトの尿中に落下してくる尿細管上皮細胞は,増殖能力を持ちconfluentな状態
 では,極性を有し,ホルモン感受性のみならず,膜のイオン輸送やトランスポーターもinvivo
 の環境で有しているのと同じ種類が発現している可能性が示唆された。今後,この培養系が尿細
 管機能異常疾患の病態解明のための有用な手段の一つとなるものと期待される。
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 審査結果の要旨
 尿細管性アシドーシスやバーター症候群などの腎尿細管機能障害に基づく疾患においては尿細
 管自体の機能の検討が必要であるが,検体採取の困難さ等の問題からこれまでヒトではその正常
 組織での解析すらほとんどなされてこなかった。
 この点に関し,尿中に落下してくる尿細管上皮細胞を培養し,そこで得られた尿細管上皮細胞
 での機能解析を試みた研究である。
 フォーレでの採尿,中間尿から得られた細胞からの培養成功率は67%であり,尿中落下細胞
 を用いて培養を行うことにほぼ成功した。ここで得られた細胞に対し,組織化学的および免疫組
 織化学的手法を用いることにより,γ一glutamyltranspeptidase(γGTP)活性を有する近位尿
 細管由来細胞,Thamm-Horsfallprotein(THP)抗原とEpi七helialMembraneAntigen
 (EMA)抗原を有するヘレンの太い上行脚および遠位曲尿細管由来細胞,そしてEMA抗原のみ
 を有する遠位曲尿細管より遠位の尿細管由来細胞の3種類を同定しえた。
 これらの細胞を透過膜上に継代培養し,経上皮抵抗を測定したところ,経上皮抵抗は培養開始
 後,徐々に上昇し,近位尿細管由来細胞とヘレンの太い上行脚由来細胞でそれぞれ5日目と8日
 目に最高値に達した。このことから,培養細胞がtigh七junctionを形成していることが示唆さ
 れた。
 また継代培養した細胞の基底膜側より副甲状腺ホルモン(PTH)を反応させると,近位尿細
 管由来細胞およびヘレンの太い上行脚由来細胞でcAMPの有意な放出がみられ,その遊離量は
 近位尿細管由来細胞で多かった。これより培養細胞がPTHに対し感受性を保持していると考え
 られた。また,近位尿細管上皮細胞に発現しているNa+/H+交換輸送体(NHE)が尿由来の培
 養細胞にも発現しているかを検討するために,蛍光顕微鏡を用いて細胞内pHの測定を行なった。
 細胞外pHの低下や細胞外Na+の除去に伴い,近位尿細管由来細胞の細胞内pHが有意に低下
 し,細胞膜表面にNHEが存在すると考えられた。さらに,細胞外溶液にNHEの阻害剤である
 amilorideを添加すると,10-4M以上で濃度依存性に細胞内pHの低下が観察され,このNHE
 が低いながらもamilorideに感受性があり,NHE-3である可能性が示唆された。
 このようにヒトの尿中落下細胞の培養を成功させ,3種類の尿細管上皮細胞を同定し,これら
 の細胞の機能を検討した。今後尿細管機能異常症の病態を解明する際の手段としてきわめて有用
 であることを明らかにした本研究は医学博士の学位に値すると考えられる。
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